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要旨 
本研究では、卵巣の病態における小胞体ストレスの意義を調べた。多嚢胞性卵
巣症候群の顆粒膜細胞で小胞体ストレスが活性化し、小胞体ストレスにより TGF-1
の発現が誘導され卵巣線維化をきたすことが示された。卵巣過剰刺激症候群を発症
した患者の卵丘細胞で小胞体ストレスの活性化を認め、小胞体ストレスにより VEGFA
が過剰発現し、血管透過性を亢進させ、卵巣過剰刺激症候群の病態への関与が示さ
れた。また、小胞体ストレスにより、黄体化顆粒膜細胞の hCG誘導下における StAR
と 3-HSDの発現が低下し、progesterone分泌が抑制された。本研究により、小胞体
ストレスの卵巣の各種病態における重要性が示された。 
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序文 
不妊症とは 1年間性生活を行っているにも関わらず妊娠に至らない状況である。
不妊症は一般の病気と異なり、検査で異常が認めないケースが多く、原因の特定が困
難である。その一因として、妊娠成立までの機序が完全に明らかとなっていないことが
考えられる。卵巣における卵胞発育・排卵・黄体機能の活性化、受精、着床の妊娠に
至る過程において異常を認める場合に不妊となる。不妊症の主な原因として、卵巣因
子・卵管因子・子宮因子・男性因子などがあるが、中でも卵巣は妊娠成立における最
も重要な臓器の一つである。視床下部から分泌される性腺刺激ホルモン
(Gonadotropin releasing hormone; GnRH)のパルス状分泌により、下垂体ホルモンであ
る卵胞刺激ホルモン(follicle stimulating hormone; FSH)、黄体形成ホルモン
(luteinizing hormone; LH)が分泌され、卵巣における estrogen・progesterone分泌を調
節している(図 1)。卵胞発育は、原始卵胞から一次卵胞、二次卵胞とゴナドトロピン非
依存的に顆粒膜細胞の増殖・分化をきたす。その後、ゴナドトロピン依存的に発育を
認め、莢膜細胞層が出現し、胞状腔を伴った胞状卵胞から成熟卵胞へと発育する。
卵胞の成熟に伴い、顆粒膜細胞からの estrogen分泌が著明に増加し、正のフィード
バック作用によって LH surgeがおき、炎症カスケードの活性化により選択された成熟
卵胞で排卵が誘発される(図 2)。排卵後の卵巣では、顆粒膜細胞が黄体化細胞となり
黄体が形成され、progesteroneを分泌し、着床・妊娠を維持する。近年、これらの過程
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において卵巣における局所因子の重要性が注目されている。排卵過程において、顆
粒膜細胞で、LHの作用によって epiregulin、amphiregulinなどの epidermal growth 
factor (EGF)関連因子が誘導され、卵胞核融解や卵丘拡張を引き起こす(1)。また卵
巣内の局所因子として、卵細胞由来の growth differential factor-9 (GDF-9)や bone 
morphogenic protein (BMP) familyが顆粒膜細胞の増殖・分化に関与していることが
明らかとなってきた(2-4)。一方で卵巣の病態における局所因子の役割については、明
らかとなっていないことが多い。 
 
小胞体ストレス 
近年、小胞体ストレス応答が種々の臓器における細胞の恒常性維持ならびに病
態に深くかかわることが明らかとなってきた。小胞体はタンパク質合成・成熟を行う細胞
内器官であるが、様々な因子や環境要因などのストレス負荷により、折りたたみ不全な
タンパク質が蓄積される。小胞体の処理能力を超えて、異常タンパク質が蓄積した状
態を小胞体ストレスと呼ぶ(5, 6)(図 3)。その状況を小胞体膜に存在するセンサータン
パク質が察知し、小胞体から核へのシグナル経路が活性化される。長期間に及び負
荷がかかる場合には、細胞死が誘導される。これらの適応反応を小胞体ストレス応答
と呼ぶ。図 4に小胞体ストレス応答のシグナル伝達経路を示す。insotol-requring 
enzyme 1 (IRE1)、activating transcription factor 6 (ATF6)、double-stranded RNA-
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activated protein kinase-like ER kinase (PERK)と呼ばれる 3つの主要なセンサータン
パク質が存在する。IRE1は自己リン酸化により活性化し、X-box-binding protein 1 
(XBP1) mRNAがスプライシングされ、XBP1 タンパク質が合成される。ATF6はタンパ
ク質切断により活性化され、Heat shock protein 5 (HSPA5)などのケミカルシャペロンを
誘導する。PERKは自己リン酸化により活性化し、eukaryotic Initiation Factor 2 alpha 
(eIF2)がリン酸化し、転写因子である ATF4を誘導する。これら小胞体ストレス応答因
子は様々な標的遺伝子の発現を調節している。細胞の恒常性が維持できない場合、
C/EBP homologous protein (CHOP)などの発現によって、アポトーシスを介した細胞死
が誘導される(5, 6)。 
糖尿病において小胞体ストレスが活性化し、耐糖能障害の原因となっていること
が示された(7)。以降、神経変性疾患、癌、胎盤機能など様々な病態に関与しているこ
とが明らかとなった(8)。一方で、卵巣における小胞体ストレスの役割はほとんど示され
ていない。我々の研究室で、マウスの卵巣において、二次卵胞以降の顆粒膜細胞に
活性化された小胞体ストレスセンサータンパク質（phospho-IRE1, phospho-PERK）、小
胞体ストレス応答因子である spliced-form of XBP1 (XBP1(S)), HSPA5 mRNAの発現
を認めることが示された(9)。しかし、その細胞機能に与える影響は不明である。本研究
では、卵巣での各種病態における小胞体ストレスの意義を明らかとすることを目的とし
た。中でも、卵巣内の微小環境や局所因子と関連を認める、多嚢胞性卵巣症候群、
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卵巣過剰刺激症候群、黄体ホルモン分泌不全の各病態に着目したため、次項で述べ
る。 
 
多嚢胞性卵巣症候群における卵巣線維化 
多嚢胞性卵巣症候群（polycystic ovarian syndrome; PCOS）は生殖可能年齢の
6-10%に認め、排卵障害をきたす不妊の主な原因となっている(10)。PCOSの診断は
Rotterdam criteriaに基づくと、排卵障害、高アンドロゲン血症、多嚢胞性卵巣の 3つ
のうち 2つを満たすものとされている(11)。PCOSは複合的な病態を示し、ゴナドトロピ
ン分泌異常、高アンドロゲン、インスリン抵抗性、卵巣機能障害、卵胞発育停止などの
様々な因子の相互作用によって起きている(12)。近年、炎症や酸化ストレスなどの卵
巣内の局所因子が PCOSの病態に関与していることが明らかとなってきた(12-19)。 
PCOSの卵巣では、コラーゲン沈着と線維組織の沈着により、卵巣被膜の肥厚化
を認める(20)。しかし、PCOSにおける線維化の機序は明らかとなっていない。近年の
研究で、顆粒膜細胞における Transforming growth factor (TGF)-1 とその下流で作
用する connective tissue growth factor (CTGF)が卵巣における細胞外マトリックスのリ
モデリングに関与していることが示されてきた(21-24)。また、PCOS患者の血清中並び
に卵巣における TGF-1の発現が増加している(24, 25)ことから、TGF-1が PCOSの
病態に関与している可能性が示唆されている。 
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一方で小胞体ストレスは組織の線維化を誘導することが知られている(26, 27)。
HCV肝炎や-1 antitrypsin欠損症において小胞体ストレスが活性化し、肝細胞から
TGF-1の分泌が促進し、肝線維化を誘導する(28, 29)。また、angiotensin II誘導高
血圧モデルにおいて、小胞体ストレスの活性化によって大動脈と心臓における TGF-
1の発現が上昇し、血管内皮細胞の障害と心筋障害をきたす(30)。 
本研究では卵巣の線維化に着目し、小胞体ストレスが PCOSの卵巣で活性化
し、TGF-1を介して卵巣線維化を誘導しているかどうかを検討した。さらにヒトで安全
性が確かめられている小胞体ストレス阻害剤の PCOS卵巣における卵巣線維化改善
効果を検討した。 
  
卵巣過剰刺激症候群 
不妊治療、とりわけ体外受精の発展に伴い、不妊患者における妊娠率の向上を
認めたが、一方で医原性の合併症が問題となっている。多胎と卵巣過剰刺激症候群
(ovarian hyperstimulation syndrome; OHSS)があげられるが、多胎に関しては、日本生
殖医学会の勧告により、胚移植数の制限が行われ、体外受精における多胎率は減少
を認めた。一方で、OHSSは、排卵誘発が誘因となり血管透過性が亢進し、血管内脱
水を来たし、腹水・胸水貯留、血栓症を引き起こし、適切な治療を施さなければ、致死
的となりうる重篤な合併症の一つである。human chorionic gonadotropin(hCG)刺激がト
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リガーとなり、黄体化顆粒膜細胞(granulosa-lutein cells; GLCs)において、血管内皮増
殖因子(vascular endothelial growth factor A; VEGFA)の発現が亢進することが原因と
考えられている(31)。OHSSの病態において hCG刺激による VEGFAの産生増加が
重要であり、VEGFAの阻害剤によって血管透過性の上昇を抑制することが知られて
いる(32)。しかし、VEGFAの過剰発現の詳細なメカニズムは不明である。VEGFAは
卵巣の血管新生において重要な役割を担っているが(33)、卵巣における VEGFAの
調節機序は明らかとなっていない。LH/hCGが VEGFAの主要な制御因子と考えられ
ているが(34-36)、卵巣における局所因子も VEGFA発現を制御しているといわれてい
る(37)。低酸素や insulin growth factor、BMP-7、osteopontinなどが VEGFAの発現調
節に関与している(35, 38-40)。卵巣において VEGFAの発現はゴナドトロピンと卵巣の
局所環境によって時間的・空間的に制御されていると考えられる。近年、様々な臓器
において小胞体ストレス応答因子が VEGFAの発現調節に関与し、中でも、
IRE1/XBP1(S)の経路が重要な役割を担っている。(41-45)。しかし、卵巣における小胞
体ストレスの VEGFA発現調節における役割は明らかとなっていない。 
本研究では、OHSS を引き起こした患者の卵巣において小胞体ストレスが活性化
し、VEGFAの過剰発現を来たし、OHSSの病態に関与しているかどうかを検討した。
さらにヒトで安全性が確かめられている小胞体ストレス阻害剤の OHSS治療薬としての
有効性を検討した。 
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黄体ホルモン分泌不全 
排卵後、顆粒膜細胞が黄体化し、progesterone を分泌し、着床・妊娠を維持す
る。卵巣におけるステロイドホルモン合成経路を図 5に示す。卵巣における estrogen
合成は、FSH、LHの作用下で莢膜細胞と顆粒膜細胞の相互作用によって合成され
る。一方、progesteroneは、排卵後 GLCsにおいて主に産生される。Steroidogenic 
acute regulatory protein (StAR)によってコレステロールが細胞膜からミトコンドリア内へ
移行し、P450sccによって pregnenoloneへ、さらに pregnenoloneは 3-beta 
hydroxysteroid dehydrogenase (3-HSD)によって progesteroneへと変換される。黄体
機能不全の患者では適切な progesterone分泌が保たれず、不妊・流産の原因となる
が、その原因・機序については明らかとなっていない。近年の肥満人口の増加に伴
い、肥満と黄体ホルモン分泌不全との関連が示されてきた(46, 47)。その機序として肥
満患者では、LHのパルス分泌が乱れ、progesteroneが適切に分泌されないことがあ
げられる(46, 47)。また、leptinなどの adipokineが GLCsの機能に影響を与えていると
いわれ(48-50)、卵巣における微小環境が GLCsの黄体機能に関与していることが示
唆される。BMIの増加は、卵胞液中の中性脂肪や脂肪酸濃度の増加と関連があり
(51-53)、卵胞内における脂質の蓄積が小胞体ストレスを活性化しているという報告が
ある(53, 54)。したがって、肥満患者で認める黄体ホルモン分泌不全に小胞体ストレス
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応答が関与している可能性があるが、小胞体ストレスが progesteroneに与える影響に
ついては詳細に明らかとなっていない。そこで、本研究では、肥満状態の卵巣で小胞
体ストレスが活性化しているかどうか、また小胞体ストレスが progesterone産生に与え
る影響について検討した。 
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方法 
研究 1. 多嚢胞性卵巣症候群の卵巣線維化における小胞体ストレスの役割 
ヒト検体 
患者からの文書による同意の下、東京大学医学部附属病院と松本レディースクリ
ニックで施行した体外受精患者の採卵時に、卵胞液を回収し、GLCsを使用した。小
胞体ストレス応答因子と TGF-1、CTGFの mRNAの発現を比較するため、11人の
PCOS患者と 10人の Control患者の GLCsを使用した。PCOSの診断基準は、
Rotterdam Criteriaに沿って行われた(11)。LH、FSH、estradiol、prolactin (PRL)濃度
は月経周期 3-5日目に測定し、anti-Müllerian hormone (AMH)濃度も測定した。
Control患者は、1)正常月経周期、2)内分泌異常を伴わない、3)超音波で正常卵巣所
見であることを選択基準とした。 
PCOS患者と Control患者それぞれ 3名の卵巣検体を用いて、免疫染色を施行
した。Control卵巣は、正常月経周期で、ホルモン治療をうけていない子宮体癌・子宮
頸癌患者の子宮全摘時に摘出した卵巣を用いた。PCOS卵巣は、無排卵または稀発
月経、かつ病理所見で多嚢胞性卵巣を認める患者の卵巣を使用した。 
なお研究 1.～3.の実験全般に関し、東京大学倫理委員会の承認(0325-(6))を受
け、ヘルシンキ宣言に基づき施行した。 
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PCOSモデルマウス 
PCOSモデルマウスは先行研究で確立された dehydroepiandorosterone (DHEA)
投与モデルを用いた(55-57)。3週齢の Balb/C雌マウス (Japan SLC)を使用した。小
胞体ストレスの活性化を調べるため、Control群、PCOS群の 2群に分けた。Control
群(n=5)では、sesami oilを 20日間皮下投与した。PCOS群(n=5)では、DHEA 
(6mg/100g body weight/day, Sigma-Aldrich)を 20日間皮下投与した。 
小胞体ストレス阻害剤の卵巣線維化への効果を調べるため、Control群、PCOS
群、PCOS + tauroursodeoxycholic acid (TUDCA)群、PCOS＋BGP-15群の 4群に
分けた。Control群 (n=5)は sesami oilを皮下投与し、生理食塩水を 20日間経口投
与した。PCOS群 (n=5)では、DHEA (6mg/100g body weight/day)を皮下投与し、生理
食塩水を 20日間経口投与した。PCOS + TUDCA群 (n=5)では、DHEAを皮下投与
し、TUDCA (50mg/100g body weight/day, Wako)を 20日間経口投与した。PCOS + 
BGP-15群 (n=5)では、DHEAを皮下投与し、BGP-15 (3mg/100g body weight/day, 
Sigma-Aldrich)を 20日間経口投与した。TUDCA と BGP-15の投与量は先行研究を
参考にした(58-60)。Day15から Day21の間、経腟細胞診を施行し、性周期を評価し
た。性周期は膣垢をスポイトにて採取し、ギムザ染色で評価を行った。有核細胞を占
める場合は発情前期、角化細胞を認める場合は発情期、死滅した有核細胞と白血球
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を認める場合は発情後期、白血球を多数占める場合は発情休止期とし、性周期の判
定を行った(57)。Day21に血清・卵巣を採取した。 
なお、研究 1.～3.の動物実験に関し東京大学医学系研究科動物実験委員会の
承認を受けており、承認番号は医-P-16-001である。 
 
ヒト GLCsの分離及び培養 
ヒト GLCsの分離、培養は、以前に当研究室で報告した方法を用いた(61, 62)。
GLCsを含んだ卵胞液を採卵時に回収し、1500 m/sで 10分間遠心した後、0.2 % 
hyaluronidaseを含んだ PBSで懸濁し、37 ˚Cで 30分間インキュベートした。その後、
懸濁液を Ficoll-Paque液に加え、700 gで 30分間遠心し、中間層を回収した。PBS
で洗浄し、チャコール処理仔ウシ血清(10 %)・抗生剤(ペニシリン 100 U/ml、ストレプト
マイシン 0.1 mg/ml、アンフォテリシン 250 ng/ml) を含んだ DMEM/F-12に懸濁し、2 
x 105 cells/mlの濃度で 6穴、12穴、48穴培養プレートにまいた後、5% CO2、37˚Cの
条件で培養した。すべての GLCsは 3-5日間の培養ののちに刺激を行った。 
 
ヒト GLCsの刺激方法 
小胞体ストレスの TGF-1の発現への影響を調べるため、小胞体ストレス阻害剤
として 1 mg/ml TUDCA を 24時間投与後、小胞体ストレス刺激剤として 2.5 g/ml 
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tunicamycin(Wako)または 0.5 M thapsigargin(Sigma-Alrich)を 24時間投与した。
XBP1(S)をノックダウンするため、Dharmacon社の On-TARGET plus SMART pool 
human XBP-1 siRNA (L-009552-00-020)を使用した。Negative control として、ON-
TARGET plus non-targeting pool (D-001810-20)を使用した。Opti-MEM (Invitrogen)
に 50 nM siRNA と Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)を加え、GLCsに 24時間
投与した。トランスフェクション後、培養液を除去し、GLCsに 2.5 g/ml tunicamycinを
24時間投与した。 
 
RNA抽出、RT及び定量的 PCR 
マウスの卵巣から ISOGEN(Nippon Gene)を用いて total RNAを抽出した。1 g
の total RNAを Rever Tra Ace qPCR RT Master Mix with genomic DNA remover 
(TOYOBO)を用いて RT し、cDNAを得た。ヒト GLCsは SuperPrep Cell Lysis & RT 
Kit for qPCR (TOYOBO)を用いて、cDNAを得た。この cDNAを用いて、定量的 PCR
を LightCycler (Roche)により行った。GAPDHを internal standard として標準化し、ヒト
XBP1(S)、ヒト HSPA5、ヒト ATF4、ヒト ATF6、ヒト CHOP、ヒト TGF-1、ヒト CTGF、マウ
ス XBP1(S)、マウス TGF-1、マウス CTGFの発現を評価した。プライマー配列を表 1
に示す。 
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PCRの条件は、ヒト XBP1(S)では denaturing 98˚C, 10秒、annealing 66˚C, 10
秒、extension 60˚C, 30秒とし、それ以外では、denaturing 98˚C, 10秒、annealing 
60˚C, 10秒、extension 66˚C, 30秒とし、40サイクルとした。全ての PCRは melting 
curveを確認した。 
 
卵巣組織 
ヒトとマウスの卵巣を 10 %中性緩衝ホルマリンで固定し、エタノールで脱水し、パ
ラフィン包埋し、3 mの切片を作成した。各卵巣中央部の切片を Hematoxilin-Eosin
染色またはMasson’s trichrome染色を行った。 
 
免疫染色 
3 mの卵巣切片を脱パラフィン後、Target retrieval solutionを用いて抗原賦活
化し、Envision + Dual Link System/HRP (DAB) kit (Dako)を用いて免疫染色を行っ
た。1次抗体として、anti-DDIT3(9C8)抗体(1:200, Abcam)、anti-IRE1(phospho S724)
抗体(1:500, Abcam)、anti-PERK (phospho T980 または phospho T982)抗体(1:500, 
Abcam)、anti-TGF-1抗体(1:1000, Abcam)、anti-collagen type I抗体(Abcam)、anti-
collagen type IV抗体(Abcam)を用いた。Negative control として Isotype-specific IgG
を使用した。 
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In situ hybridization 
既存の報告に沿って、ISHR Starting Kit (Nippon Gene)を用いて施行した(9)。
XBP1(S)と HSPA5の sense・antisenseの DIG標識 RNA probeはマウス cDNA 
templateを PCR-2 TOPO vector(Invitrogen)にサブクローニングし、合成した。RT-PCR
に用いたプライマーは以下に記載するものを用いた。 
XBP1(S) sense. 5’-GCTGAGTCCGCAGCAGGTGC-3’ 
XBP1(S) antisense, 5’-CATGACAGGGTCCAACTTGTCCAG-3’ 
HSPA5 sense, 5’-GACATTTGCCCCAGAAGAAA-3’ 
HSPA5 antisense, 5’-CTCATGACATTCAGTCCAGCA-3’ 
制限酵素で切断した直線化した vectorを鋳型として、SP6 または T7 RNA 
polymeraseを用いて RNA probeを作成した。Negative control として sense probeを
hybridization した。 
 
免疫染色・In situ hybridizationの定量化 
定量的評価のため、画像を Image J software (National Institute of Health)に取り
込み、解析を行った(63)。phospho-PERK、phospho-IRE1、CHOP、TGF-1、
XBP1(S)、HSPA5では、3名の患者または 5匹の異なるマウスより、無作為に選択し
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た 5つ以上の卵胞内における顆粒膜細胞の陽性細胞数を計測した。Masson’s 
trichrome染色、collagen type I、collagen type IVの免疫染色では、3名の患者または
5匹の異なるマウスより無作為に選択した 5 ヶ所の領域において、染色された面積を
計測した。 
 
TGF-1濃度測定 
細胞上清中のヒト TGF-1濃度測定は、Quantikine ELISA kit (R&D Systems)を
用いて測定した。TGF-1を活性化させるため、細胞上清を 1 M HCLで酸性化し、10
分間室温でインキュベートした後、0.5 M HEPES/1.2 M NaOHで中性化した。Epoch 
Multi-Volume Spectrophotometer (Bio Tek)を用いて、450 nm吸光度を測定した。測
定した TGF-1濃度は、1穴当たりの GLC数により補正した。 
 
Testosterone濃度測定 
マウス血清 testosterone濃度は Testosterone ELISA kit (Enzo Life Sciences)を用
いて測定した。 
 
統計学的解析 
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統計学的解析は JMP Pro 11 software(SAS Institute Inc.)を用いて行った。2群比
較はWicoxon rank sum testで、多重比較は Tukey-Kramer HSD testにて解析を行
い、P<0.05を有意とした。 
 
 
研究 2. 卵巣過剰刺激症候群における小胞体ストレスの役割 
ヒト卵丘細胞、GLCs 
東京大学医学部附属病院で施行した体外受精患者より採卵時に採取した卵子
卵丘細胞複合体並びに、ヒト GLCsを含んだ卵胞液を使用した。 
 
ヒト卵丘細胞の分離 
男性因子のため顕微授精を施行した患者(35.0 ± 3.5 歳、平均 ± S.D.)の検体を
用いた。計 31名の患者より採卵時に回収した 134個の卵子卵丘細胞から卵丘細胞
をそれぞれ分離し、実験に使用した。分離した卵丘細胞は RLT buffer (Qiagen)で-
80˚Cに保存した。 
すべての患者のカルテを後方視的に検討し、採卵後の OHSS発生を評価した。
採卵後、すべての患者は臨床症状並びに経腟超音波検査にてモニターを行った。
OHSSの診断は、日本産婦人科学会の OHSS分類に沿って行った(64)。中等症また
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は重症の OHSSを認めた患者を OHSS患者とした。中等症 OHSSは 8 cm以上の
卵巣腫大と腹水貯留を認める場合、重症 OHSSは腹部膨満感や呼吸苦などの臨床
症状、12 cm以上の卵巣腫大、以下の血液検査所見 1) 白血球数 ≥ 15,000/mm3; 
2) ヘマトクリット値 ≥ 45 %; 3) 総蛋白 < 6.0g/dl またはアルブミン < 3.5 g/dlを認め
る場合とした。 
 
ヒト GLCsの分離及び培養 
前述した研究 1.の実験と同様に行った。 
 
ヒト GLCsの刺激方法 
小胞体ストレスの VEGFA発現への影響を調べるため、小胞体ストレス刺激剤と
して tunicamycin(0-5 g/ml 6時間 or 2.5 g/ml 3-9時間)を投与した。次に小胞体ス
トレスの hCGで誘導される VEGFA発現への影響を調べるために、2.5 g/ml 
tunicamycinを 6時間前投与後、10 IU/ml hCGを 6時間投与した。小胞体ストレス阻
害剤の効果を調べるため、1.0 mg/ml TUDCAを 12時間または 24時間投与後、2.5 
g/ml tunicamycinを 6時間、10 IU/ml hCGを 6時間投与した。XBP1(S)をノックダウ
ンするため、Dharmacon社の Accell Human XBP1 siRNA SMARTpool (E-009552-
00-0020)を使用した。Negative control として、Accell Non-Targeting pool (D-001910-
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20)を使用した。1 M siRNAを Accell Delivery Media下に 72時間培養し、トランスフ
ェクションを行った。培養液を除去し、GLCsに 2.5 g/ml tunicamycinを 6時間、10 
IU/ml hCGを 6時間投与した。  
 
RNA抽出、RT及び定量的 PCR 
ヒト卵丘細胞からは RNeasy Mini Kit(Qiagen)を、ラットの卵巣からは ISOGENを
用いて total RNAを抽出した。1 gの total RNAを Rever Tra Ace qPCR RT Master 
Mix with genomic DNA removerを用いて RT し、cDNAを得た。ヒト GLCsは
SuperPrep Cell Lysis & RT Kit for qPCR を用いて、cDNAを得た。この cDNAを用い
て、定量的 PCRを LightCyclerにより行った。ヒトでは GAPDHを、ラットでは-actin
を internal standard として標準化し、ヒト XBP1(S)、ヒト VEGFA、ラット VEGFAの発現
を評価した。プライマー配列を表 1に示す。 
PCRの条件は、各々、ヒト XBP1(S)では denaturing 98˚C, 10秒、annealing 66˚C, 
10秒、extension 60˚C, 30秒とし、それ以外では、denaturing 98˚C, 10秒、annealing 
60˚C, 10秒、extension 66˚C, 30秒とし、40サイクルとした。全ての PCRは melting 
curveを確認した。 
 
VEGFA濃度測定 
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細胞上清中のヒト VEGFA濃度測定は、Quantikine ELISA kit (R&D Systems)を
用いて測定した。 
 
OHSS ラットモデル 
OHSSモデルマウスは先行研究で確立されたものを用いた(65, 66)。3週齢の雌
Wistar ラット (Japan SLC)を使用した。小胞体ストレス阻害剤の OHSS予防的効果を
調べるため、Control群、OHSS群、OHSS+TUDCA群の 3群に分けた。Control群 
(n=5)は 10 IU pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) (ASKA Pharmaceutical Co.)
を day 3に腹腔内投与後、10 IU hCGを day 5に腹腔内投与した。OHSS群 (n=5)で
は、10 IU PMSGを day1から day4 まで連日腹腔内投与し、day5に 50 IU hCGを腹
腔内投与した。OHSS + TUDCA群 (n=5)では、OHSS群と同様の PMSG-hCG投与
に加えて、day1-day6 まで連日 TUDCA(50mg/100g body weight) を腹腔内投与し
た。hCG投与後 48時間後に血管透過性を測定し、卵巣を摘出した。血管透過性の
評価は先行研究の方法を用いて行った(65, 66)。ラットをイソフルラン(DS Pharma 
Animal Health CO.)で吸入麻酔後、0.2 mlの 5 mM Evans Blue dye (Sigma-Aldrich)を
尾静脈より注射した。投与 30分後に 5 mlの 0.9 %生理食塩水を腹腔内投与し、腹部
マッサージで 30秒間施行後、腹腔内容液を回収し、0.05 mlの 0.1 N NaOHを含ん
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だ tubeに入れた。900 gで 12分間攪拌後、Evans Blue濃度を 610 nm 吸光度で測
定した。 
 
卵巣組織 
ラットの卵巣を 10 %中性緩衝ホルマリンで固定し、エタノールで脱水し、パラフィ
ン包埋し、3 mの切片を作成した。各卵巣中央部の切片を用いて、Hematoxilin-
Eosin染色を行い、黄体数を計測した。 
 
統計学的解析 
統計学的解析は JMP Pro 11 softwareを用いて行った。2群比較は Student’s t-
testで、多重比較は Tukey-Kramer HSD testにて解析を行い、P<0.05 を有意とした。 
 
 
研究 3. 肥満患者の黄体ホルモン分泌不全における小胞体ストレスの役割 
マウス 
肥満環境の卵巣における小胞体ストレスの活性化を調べるため、6週齢の雌 
C57B6 Cg-Lepob/J マウス(Charles river)を使用した。Ob/Obマウス(Lepob / Lepob; n=5)
24 
 
の平均体重は 33.2 ± 0.36 gでコントロールマウス(Lepob/+; n=5)は 18.1 ± 0.18 gであ
った。それぞれ、通常の餌を投与し、day15に卵巣を摘出した。 
小胞体ストレスの卵巣におけるステロイドホルモン産生、黄体形成、卵子の質を
評価するため、3週齢の雌 C57BL6/Nマウス(Japan SLC)を用いて、Control群、
tunicamycin投与群の 2群に分けた。Control群 (n=4)は 15 IU PMSG を day 1に腹
腔内投与後、15 IU hCGを day 3に腹腔内投与した。tunicamycin投与群 (n=4)で
は、Control群と同様の PMSG-hCG投与に加えて、day2に 1.0g tunicamycin を腹
腔内投与した。 hCG投与後 12、24、48時間後に卵巣と血清を回収した。また、卵子
の質を評価するため、胚盤胞形成率を評価した。hCG投与 12時間後に雄マウスと交
配させ、腟栓を認めた日を day1 とし、day4に子宮内の胚盤胞数を評価した。 
 
ヒト GLCｓの分離及び培養 
前述した研究 1.の実験と同様に行った。 
 
ヒト GLCｓの刺激方法 
小胞体ストレスの hCGで誘導される progesterone産生への影響を調べるため
に、GLCｓに 2.5 g/ml tunicamycin または 1 M thapsigarginを 6時間前投与後、10 
IU/ml hCGを 18時間投与した。tunicamycinの hCG または 3’, 5’-cyclic adenosine 
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monophosphate (cAMP)で誘導されるステロイド合成酵素の mRNA発現を評価するた
め、2.5 g/ml tunicamycinを 6時間前投与後、10 IU/ml hCG または 1 mM 8-bromo-
cAMP(Sigma-Aldrich)を 6時間投与した。 
Tunicamycinの hCGで誘導される StAR タンパク質、3-HSD酵素活性を調べる
ため、GLCsに 2.5 g/ml tunicamycinを 6時間前投与後、10 IU/ml hCGを 18時間
投与した。3-HSDの酵素活性は、GLCsに 5 g/ml pregnenolone (Sigma Aldrich)を
投与後、20 M aminoglutethimide (Sigma-Aldrich)を投与した後に、tunicamycin と
hCGを投与し、細胞上清中の progesterone濃度を測定した。3-HSDは P450sccによ
り合成された pregnenoloneを基質として progesteroneを合成する酵素であるため(図
5)、pregnenolone と P450sccの阻害剤である aminoglutethimideを投与した後に
progesterone産生を測定することで、3-HSD酵素活性を評価した(67)。 
Tunicamycinの hCGで誘導される細胞内 cAMP濃度測定と protein kinase A 
(PKA)のリン酸化を調べるため、GLCsに 2.5 g/ml tunicamycinを 6時間前投与後、
10 IU/ml hCGを 60分投与した。Extraceullular signal-regulated kinase (ERK)1/2のリ
ン酸化を評価するため、GLCsに 2.5 g/ml tunicamycin を 6時間前投与後、10 IU/ml 
hCGを 10分投与した。 
 
RNA抽出、RT及び定量的 PCR 
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マウスの卵巣から ISOGENを用いて total RNAを抽出した。1 gの total RNA
を Rever Tra Ace qPCR RT Master Mix with genomic DNA remover を用いて RT し、
cDNAを得た。ヒト GLCsは SuperPrep Cell Lysis & RT Kit for qPCRを用いて、
cDNAを得た。この cDNAを用いて、定量的 PCR を LightCycler により行った。
GAPDHを internal standard として標準化し、ヒト XBP1(S)、ヒト StAR、ヒト P450scc、ヒ
ト 3-HSD、ヒト aromatase、ヒト LH/hCG receptor (LHR)、マウス XBP1(S)、マウス
HSPA5、マウス ATF4、マウス ATF6、マウス StAR、マウス P450scc、マウス 3-HSD、
マウス aromataseの発現を評価した。プライマー配列を表 1に示す。 
PCRの条件は、各々、ヒト XBP1(S)とヒト StARでは denaturing 98˚C, 10秒、
annealing 66˚C, 10秒、extension 60˚C, 30秒とし、ヒト P450scc とヒト 3-HSDでは、
denaturing 98˚C, 10秒、annealing 62˚C, 10秒、extension 60˚C, 30秒とし、それ以外で
は、denaturing 98˚C, 10秒、annealing 60˚C, 10秒、extension 66˚C, 30秒とし、40サイ
クルとした。全ての PCRは melting curveを確認した。 
 
progesterone濃度測定 
細胞上清中並びにマウス血清中の progesterone濃度測定は、Progesterone 
enzyme immunoassay (EIA) kit (Cayman Chemical)を用いて測定した。 
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Western blot 
ヒト GLCsを phosphatase inhibitor (Nacalai Tesque)と protease inhibitor (Roche)を
含んだ lysis buffer (Cell Signaling)で溶解した。不溶物質を除去した後、DirectBlot 
(SHARP)を用いて、10 g相当量のタンパク質を 10 % SDS-PAGEゲルに泳動後、
PVDF膜へ転写を行った。転写後、1次抗体として StAR (Santa Cruz, 1:200)、
phospho-PKA substrate (RRXS*/T*, Cell Signaling, 1:500)、phospho-ERK1/2, Cell 
Signaling Technology)、ERK1/2(Cell Signaling Technology, 1:500)、-Actin (Santa 
Cruz Biotechonology, 1:200)を使用した。2次抗体として、HRP標識抗ウサギまたはヤ
ギ抗体(1:1000, Jackson Immuno Research Laboratories)を用いた。ECL system 
(Amersham Biosciences)で発光させ、C-digit instrument (LICOR)で画像を検出した。 
 
細胞内 cAMP濃度測定 
ヒト GLCs内の cAMP濃度測定は、cAMP Select ELISA kit (Cayman Chemical)
を用いて測定した。 
 
Estradiol濃度測定 
マウス血清中の estradiol濃度測定は、Rodent Estradiol ELISA kit (Endocrine 
Technologies)を用いて測定した。 
28 
 
 
卵巣組織 
マウスの卵巣を 10 %中性緩衝ホルマリンで固定し、エタノールで脱水し、パラフィ
ン包埋し、3 mの切片を作成した。各卵巣中央部の切片を用いて、Hematoxilin-
Eosin染色を行い、黄体数を計測した。 
 
統計学的解析 
統計学的解析は JMP Pro 11 softwareを用いて行った。2群比較は Student’s t-
testで、多重比較は Tukey-Kramer HSD testにて解析を行い、P<0.05 を有意とした。 
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結果 
研究 1. 多嚢胞性卵巣症候群の卵巣線維化における小胞体ストレスの役割 
PCOS患者の顆粒膜細胞で小胞体ストレスは活性化し、TGF-1の発現が増加して
いる 
PCOSで小胞体ストレスの活性化を認めるかどうかを調べるため、PCOS患者
(n=11)と Control患者(n=10)の GLCsにおける小胞体ストレス応答因子の mRNA発
現を調べた。年齢、BMI、採卵数、排卵誘発方法、血清の FSH・estradiol・PRL濃度
に差を認めなかったが、LH・LH/FSH比・AMH値は Control患者に比べて、PCOS患
者で有意に上昇を認めた(表 2)。XBP1(S)、HSPA5、ATF4、ATF6、CHOPの mRNA
発現は、Control患者に比べて PCOS患者の GLCsで、有意に発現が上昇していた
(図 6A-E)。また、線維化誘導因子である TGF-1、CTGFの mRNA発現も、PCOS患
者の GLCsで有意に増加していた(図 6F,G)。 
  ヒト卵巣の免疫染色において、phospho-IRE1 と phospho-PERK、CHOP、TGF-1
のタンパク発現を調べた。小胞体ストレスが活性化すると IRE1 と PERKはリン酸化を
認め、小胞体ストレス応答因子を誘導する。図 7A-Dに示すように、PCOS卵巣の顆
粒膜細胞において、phospho-IRE1、phospho-PERK、CHOPの発現は有意に増加し、
TGF-1の発現も増加を認めた。また、Masson’s trichrome染色において、PCOS患
者では卵巣間質における線維組織の増生を認めた(Figure 7E)。
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PCOSモデルマウスにおいて小胞体ストレスは顆粒膜細胞で活性化し、TGF-1の発
現上昇を認める 
PCOSモデルマウスにおける小胞体ストレスの活性化と TGF-1の発現を調べ
た。PCOSモデルマウスでは Controlマウスに比べて、血清 testosterone濃度は上昇
し、嚢胞状卵胞数の増加を認めた(図 8A-C)。また、PCOSモデルマウスでは性周期の
不順を認めた(図 8D)。In situ hybridizationの結果により、XBP1(S)と HSPA5の発現
は PCOSマウスの顆粒膜細胞で上昇を認めた(図 9A,B)。免疫染色の結果より、
CHOP、phospho-IRE1、phospho-PERKのタンパク発現は PCOSマウスの顆粒膜細胞
で増加を認めた(図 9C-E)。また TGF-1の発現も PCOSマウスの顆粒膜細胞におい
て増加を認めた(図 9F)。PCOSモデルマウスにおいても、ヒト卵巣と同様の結果が得ら
れた。 
 
ヒト顆粒膜培養細胞において小胞体ストレスは TGF-1 と CTGFの発現を誘導する 
顆粒膜細胞における小胞体ストレスの TGF-1発現への影響を調べるため、ヒト
GLCsに小胞体ストレス刺激剤である tunicamycin を投与した。図 10A,Bで示す通り、
tunicamycin投与により TGF-1 と CTGFの mRNA発現の増加を認め、小胞体ストレ
ス応答因子である XBP1(S)、HSPA5、CHOP も同様に増加を認めた(図 10C-E)。小胞
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体ストレス阻害剤の TUDCA投与により、tunicamycinによって誘導される TGF-1 と
CTGFの発現の抑制を認めた(図 11A,B)。また、XBP1(S)、HSPA5、CHOP も同様に
減少を認めた(図 11D-F)。ELISAの結果より、tunicamycinで活性型 TGF-1 タンパク
の分泌が上昇し、TUDCAによって抑制を認めた(図 11C)。小胞体ストレスによる影響
を確認するため、異なる小胞体ストレス刺激剤として thapsigarginを用いて同様の実験
を行った。Thapsigargin投与でも tunicamycin と同様に TGF-1の発現上昇を認め、
TUDCAによって抑制された(図 12)。 
小胞体ストレスによる TGF-1の発現上昇の分子学的機序を調べるため、
XBP1(S)を siRNAでノックダウンした。XBP1(S)の mRNA発現は siRNAにより 41%
の減少を認め、TGF-1 mRNAの発現は 36%の減少を認めた(図 13)。 
  
小胞体ストレス阻害剤は、PCOSモデルマウスの卵巣における線維化誘導因子の発
現を低下し、卵巣線維化を改善する 
小胞体ストレス阻害剤の生体内における卵巣線維化への効果を調べるため、
PCOSモデルマウスに TUDCA と BGP-15の 2種類の小胞体ストレス阻害剤を投与し
た。図 14Aに示す通り、Masson’s trichrome染色で PCOSモデルマウスの卵巣間質
では線維組織の増加を認めた。また、PCOSマウスの卵巣では間質部分における
collagen type I、基底膜における collagen type IVの発現増加を認めた(図 14B,C)。
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TUDCA または BGP-15の経口投与により、線維組織・collagen type I と type IV発現
の低下を認めた（図 14A-C）。さらに、TGF-1発現は、PCOSマウスの顆粒膜細胞で
発現上昇を認め、TUDCA または BGP-15投与により、減少を認めた(図 14D)。また、
PCOSの顆粒膜細胞で増加していた phospho-IRE1・phospho-PERKのタンパク発現、
XBP1(S)の mRNA発現は、TUDCA・BGP-15投与により抑制を認めた(図 14E-G)。
定量的 PCRの結果により、XBP1(S)・TGF-1・CTGFの卵巣全体における mRNA発
現は、PCOSマウスで上昇し、TUDCA・BGP-15投与によって減少を認めた(図 15)。
一方、PCOSマウスの性周期・嚢胞状の卵胞数の改善は認めなかった(図 16)。 
 
 
研究 2. 卵巣過剰刺激症候群における小胞体ストレスの役割 
OHSS患者の卵丘細胞では XBP1(S)と VEGFAの mRNA発現が上昇している 
31名の患者から採取した 134個の卵丘細胞を本実験で用いた。31名のうち、9
名の患者が中等症または重症の OHSSを発症した。OHSSを発症した患者では、発
症していない患者と比べて採卵数は有意に多かった(15.7 ± 5.0 vs 12.4 ± 3.8, 
p=0.028)。OHSS発症患者の 43個の卵丘細胞検体と OHSS非発症患者の 91個の
卵丘細胞検体における XBP1(S)と VEGFAの mRNA発現を比較した。図 17に示す
通り、XBP1(S)と VEGFA mRNAの発現は OHSS発症患者で有意に上昇していた。
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また、XBP1(S)と VEGFAの発現に正の相関を認めた(r=0.40, p<0.0001)(図 18A)。さ
らに、採卵数と XBP1(S) mRNAの発現にも正の相関を認めた(r=0.36, p<0.0001)（図
18B）。 
 
ヒト GLCsにおいて小胞体ストレスは VEGFA mRNAの発現を増加させる 
ヒト GLCsに小胞体ストレス刺激剤である tunicamycinを投与すると、濃度依存的
に VEGFA と XBP1(S)の mRNA発現の増加を認めた(図 19A,B)。また、タイムコース
において、tunicamycin投与後 3時間より XBP1(S)の発現上昇を認め、VEGFAは 6
時間で発現上昇を認めた(図 19C,D)。 
 
ヒト GLCｓにおいて小胞体ストレスは hCGで誘導される VEGFA発現を増加させる 
OHSS発症患者では小胞体ストレスが活性化されていることから、hCG投与前に
小胞体ストレス刺激剤を投与し、ヒト GLCsにおける VEGFAの発現を評価した。
tunicamycin前投与後 hCGを投与すると、VEGFA mRNAの発現は hCG単独投与
時に比べ 1.8倍増加を認め、また XBP1(S)の発現も hCG単独と比較して増加を認め
た(図 20A,B)。また、tunicamycin と hCGの併用投与により、hCG単独と比較して、1.3
倍の VEGFA タンパク分泌の増加を認めた(図 20C)。tunicamycin と hCGによって誘
導された VEGFAの発現調節における XBP1(S)の役割を調べるため、siRNAで
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XBP1(S)をノックダウンした。siRNAにより XBP1(S) mRNAは 60%減少し、VEGFA 
mRNAの発現は 20%の低下を認めた(図 21)。 
 
ヒト GLCsにおいて TUDCAは tunicamycin と hCG投与による VEGFA発現上昇
を抑制する 
続いて、in vitroにおける小胞体ストレス阻害剤の VEGFA抑制効果を検討した。
小胞体ストレス阻害剤である TUDCAを前投与すると、tunicamycin と hCG投与によ
って上昇した VEGFA mRNAの発現は hCG単独投与のレベルまで抑制された(図
22A)。XBP1(S) mRNAの発現も TUDCA投与により抑制を認めた(図 22B)。また、
VEGFAのタンパク分泌も TUDCAの前投与により抑制された(図 22C)。 
 
OHSS ラットモデルにおいて TUDCAの投与は血管透過性の亢進を抑制し、卵巣の
VEGFA発現を低下させる 
OHSS ラットモデルを用いて、生体内における小胞体ストレス抑制剤(TUDCA)の
OHSSに対する抑制効果を検討した。卵巣重量、黄体数、血管透過性は Control群
に比べて OHSS群では優位に増加していた(図 23A-C)。TUDCAの投与により、血管
透過性は抑制されたが(図 23C)、卵巣重量・黄体数は変化を認めなかった(図
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23A,B)。また、VEGFA mRNAの発現は、OHSS群で有意に増加を認め、TUDCA投
与によって抑制された(図 23D)。 
 
 
研究 3. 肥満患者の黄体ホルモン分泌不全における小胞体ストレスの役割 
肥満マウスの卵巣で小胞体ストレスの活性化を認める 
肥満状態の卵巣における小胞体ストレスの活性化を調べるため、Controlマウスと
肥満マウス(Ob/Obマウス)の小胞体ストレス応答因子の発現を比較した。XBP1(S)、
ATF4、ATF6、HSPA5はすべて肥満マウスの卵巣において発現が増加していた(図
24)。 
 
ヒト GLCｓにおいて小胞体ストレスは hCG誘導下の progesterone分泌を抑制する 
肥満患者において黄体ホルモン分泌不全を認めること(46, 47)、肥満状態で小胞
体ストレスが活性化していることから、肥満状態において活性化した小胞体ストレスが
progesterone分泌低下をきたしているかを調べるため、in vitroにおける小胞体ストレス
の hCG誘導下の progesterone分泌に与える影響を検討した。小胞体ストレス刺激剤
である tunicamycin投与により、hCGで誘導された progesterone分泌は低下を認めた
(図 25A)。また、異なる小胞体ストレス刺激剤である thapsigarginでも同様の結果が得
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られた(図 25B)。以降の実験では tunicamycinを用いて、小胞体ストレスによる
progesterone分泌低下の機序について検討した。 
 
ヒト GLCsにおいて、小胞体ストレスは hCG誘導下の StAR と 3-HSDの発現を低
下させる 
小胞体ストレスの progesterone分泌に与える影響のメカニズムを調べるため、
tunicamycin投与による hCG誘導下でのステロイド合成関連遺伝子の発現変化を調
べた。hCG投与により、StAR、P450scc、3-HSD、aromataseの mRNA発現が増加
し、tunicamycinの前投与により、StAR と 3-HSDの発現抑制を認めたが、P450scc と
aromatase発現には影響を与えなかった(図 26A-D)。さらに、tunicamycin前投与で
hCG誘導下の LHRの mRNA発現にも影響を与えなかった(図 26E)。また、XBP1(S) 
mRNAは tunicamycin投与により上昇を認め、また hCG単独でも Controlに比べて
2.3倍の上昇を認めた(図 26F)。 
Western blotにより StAR タンパク発現を調べると、tunicamycin投与により hCG
によって誘導される StARのタンパク発現は抑制を認めた(図 27A)。3-HSD酵素活
性も同様に検討した。3-HSDは P450sccにより合成された pregnenoloneを基質とし
て progesteroneを合成する酵素である(図 5)。したがって、pregnenolone と P450sccの
阻害剤である aminoglutethimideを投与した後に、progesterone産生を測定することで
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3-HSD酵素活性を推定した(67)。hCGで誘導された 3-HSDの酵素活性は
tunicamycin前投与により抑制された(図 27B)。 
 
ヒト GLCｓにおいて、小胞体ストレスは PKA と ERKの活性を阻害する 
続いて、小胞体ストレスが hCG誘導下のシグナル伝達経路に与える影響につい
て調べた。LH/hCGが GLCsの LHRに結合すると、adenylyl cyclaseが活性化され、
細胞内 cAMP濃度の上昇を認め、PKA と ERK1/2が活性化され、下流であるステロ
イド合成経路を誘導する。 
  まず細胞内 cAMP濃度に与える影響を調べた。図 28に示す通り、hCG投与で上
昇した細胞内 cAMP濃度は、tunicamycin前投与によって変化を認めなかった。次
に、tunicamycinの cAMP誘導下でのステロイド関連遺伝子の発現に与える影響を調
べた。hCG投与下と同様に StARと 3-HSDの発現は tunicamycinにより抑制さ
れたが、P450sccと aromataseには影響を与えなかった(図 29A-D)。また、
XBP1(S)は tunicamycinと cAMPの併用投与により増加を認めた(図 29E)。 
Tunicamycinは細胞内 cAMP濃度に影響を与えず、hCGと cAMP誘導下に
おける progesterone合成遺伝子に同様の影響を与えていることから、adenylyl 
cyclaseの下流で抑制的効果を認めていると考えられた。そこで、adenylyl 
cyclaseの下流に位置する PKAと ERK1/2の活性化をWestern blotで評価した。
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hCG投与 60分後、tunicamycin投与により PKAのリン酸化の抑制を認めた(図
30A)。一方、ERK1/2のリン酸化は、hCG投与 10分後に tunicamycinにより抑
制を認めた(図 30B)。 
 
小胞体ストレスはマウスにおける hCG誘導下の progesterone産生、卵巣にお
ける StARと 3-HSDの mRNA発現を抑制する 
次に、小胞体ストレスの生体内における progesterone産生への影響を調べた。
tunicamycin投与によって、hCG投与 12時間後に卵巣における XBP1(S)mRNAの
発現上昇を認め、小胞体ストレスが活性化していることが示された(図 31A)。血清
progesterone濃度は hCG投与後 48時間で最大値まで上昇を認めるが、tunicamycin
投与により抑制を認めた(図 31B)。また、tunicamycin投与は黄体数や estradiol産生
には影響を与えなかった(図 31C,D)。卵巣におけるステロイド合成酵素の mRNA発
現を調べると、ヒト GLCs と同様に StAR と 3-HSDの発現は抑制され、P450scc と
aromataseの発現には影響を与えなかった(図 31E-H)。また、卵子の質を評価するた
め、胚盤胞発生率を調べたところ、tunicamycin投与により変化はみられなかった(図
32)。 
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考察 
研究 1. 多嚢胞性卵巣症候群の卵巣線維化における小胞体ストレスの役割 
本研究において、PCOS患者ならびに PCOSモデルマウスの顆粒膜細胞で小胞
体ストレスは活性化し、卵巣の線維化、TGF-1の発現が上昇した。小胞体ストレス刺
激により、顆粒膜細胞において線維化誘導因子(TGF-1・CTGF)の発現を誘導した。
PCOSマウスモデルにおいて、小胞体ストレス阻害剤投与により、卵巣の線維化を軽
減し、顆粒膜細胞における TGF-1の発現抑制を認めた。 
  小胞体ストレス応答は、小胞体ストレスによって惹起されるシグナル伝達経路であ
る(6, 68)。また、小胞体ストレスの活性化は、小胞体ストレスセンサータンパク質である
IRE1や PERKによって感知され、自己リン酸化し、下流の小胞体ストレス応答因子
(XBP1(S)・ATF4・ATF6・CHOP・HSPA5)を誘導する。XBP1(S)は IRE1の活性化によ
り誘導、ATF4、CHOPは PERKの活性化により誘導され、一方、HSPA5は IRE1・
PERK及び ATF6の下流に位置するシャペロンタンパク質である(5, 6)。PCOS患者の
卵胞液中の顆粒膜細胞において、XBP1(S)、HSPA5、ATF4、ATF6、CHOPの
mRNA発現の増加を認めた。またヒト卵巣の免疫染色の結果より、phospho-IRE1、
phospho-PERK、CHOPの発現が PCOSの顆粒膜細胞で上昇しており、in situ 
hybridizationにおいても、XBP1(S)と HSPA5の mRNA発現の増加を認めた。小胞体
ストレスセンサータンパク質のリン酸化並びに小胞体ストレス応答因子の発現が増加し
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ていることから、PCOS患者の顆粒膜細胞で小胞体ストレスが活性化していることが示
唆される。小胞体ストレスは、様々な生理的因子や酸化ストレス及び炎症などの病的
因子により惹起され、変性タンパク質の蓄積または小胞体処理能力の低下をきたす(6, 
68-71)。一方で小胞体ストレスは酸化ストレス・炎症を誘導する因子でもある。また、酸
化ストレスは炎症を誘導する(70, 72-74)。したがって、小胞体ストレス・酸化ストレス・炎
症は互いに密接に影響していると考えられる。近年の研究で、全身の軽度炎症状態
および顆粒膜細胞における局所の炎症状態が、PCOSの病態に関与していることが
示されてきた(12-16)。さらに、PCOSで認める過剰アンドロゲン状態も局所炎症との関
連を認める。炎症刺激は莢膜細胞よりのアンドロゲン産生を刺激し、また高アンドロゲ
ン状態は顆粒膜細胞で炎症性サイトカインの産生を誘導する(16, 75)。PCOSの卵胞
液中や顆粒膜細胞において酸化ストレスマーカーの上昇を認め、酸化ストレスが
PCOSの病態に関与していることが示唆される(15-19)。これらの知見より、小胞体スト
レス・酸化ストレス・炎症が、PCOSの卵巣における卵胞内の微小環境に悪影響を与え
ていると考えられる。また、PCOSの特徴であるインスリン抵抗性が、直接的または間接
的に小胞体ストレスの活性化に寄与する可能性が考えられる。脂肪細胞において、糖
毒性は小胞体ストレスを活性化していることから、インスリン抵抗性が顆粒膜細胞にお
ける小胞体ストレスを直接惹起している可能性、また、インスリン抵抗性が脂肪細胞を
介して全身の炎症状態を引き起こす、あるいは局所のアンドロゲン産生を亢進すること
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により小胞体ストレスが間接的に惹起される可能性などが考えられる。以上のように、
PCOSの病態でみられる酸化ストレス・炎症・高アンドロゲン血症・インスリン抵抗性な
どの様々な微小環境によって、卵巣で小胞体ストレスが惹起されているものと考えられ
る。 
PCOS患者の卵胞液中の顆粒膜細胞において、線維化誘導因子である TGF-1
と CTGFの mRNA発現が増加し、卵巣の免疫染色においても、PCOS患者の顆粒膜
細胞で TGF-1の発現が増加していた。また、PCOSモデルマウスの顆粒膜細胞にお
いても TGF-1の発現は増加していた。これらの結果は先行研究と矛盾しない結果で
あった(15, 76-78)。しかし、PCOS患者の卵巣における TGF-1発現の調節メカニズム
は明らかとされていない。本研究結果では、小胞体ストレス刺激剤である tunicamycin
と thapsigargin投与によって、顆粒膜細胞における TGF-1 と CTGFの発現増加を認
めた。小胞体ストレス阻害剤である TUDCA投与によって、小胞体ストレス刺激による
TGF-1 と CTGF発現の抑制を認めた。また、siRNAの実験結果により、小胞体ストレ
ス応答因子の一つである XBP1(S)が小胞体ストレス誘導下の TGF-1の発現調節に
関与していることが示唆された。近年、肝細胞や線維芽細胞において、小胞体ストレス
で TGF-1の発現を誘導することが報告されている(28, 29, 79, 80)。我々の研究結果
より、顆粒膜細胞で活性化した小胞体ストレスが、TGF-1の発現を増加している可能
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性が示唆されたが、小胞体ストレスが TGF-1を誘導する詳細な分子メカニズムの解
明にはさらなる研究が必要と考えられる。 
続いて、小胞体ストレス阻害剤の PCOSモデルマウスの卵巣線維化における生
体内の効果を調べた。TUDCAは熊の胆汁酸として漢方治療として何千年も使用され
ている薬剤であり、またイタリアでは Taurolite として肝障害、胆石症の治療に用いられ
ている。近年、TUDCAはケミカルシャペロンとして、変性タンパク質の蓄積を是正し、
小胞体ストレスを抑制する作用が明らかとなり、2型糖尿病などの小胞体ストレス関連
疾患の治療薬として注目されている(7, 8, 81, 82)。また、BGP-15は、糖尿病の治療薬
として第 2相臨床試験が済んでおり、HSP72の発現を誘導し、近年小胞体ストレス阻
害剤として注目されている(58)。本研究においてはヒトへの臨床応用を想定し、
TUDCA と BGP-15を経口投与し、卵巣線維化の抑制効果を評価した。線維化誘導
因子である TGF-1 と CTGFは卵巣における細胞外マトリックスのリモデリングを調節
している(21-24)。さらに、PCOSの卵巣において、細胞外マトリックスのリモデリングの
異常を認めることが知られている(20)。本研究結果では、PCOS患者と PCOSモデル
マウスの卵巣において、線維組織の増生を認めた。また PCOSモデルマウスで卵巣
間質部に collagen type I、基底膜に collagen type IVの沈着を認め、先行研究と同様
の結果であった(10, 20, 83)。小胞体ストレス阻害剤である TUDCA と BGP-15の投与
によって、線維組織・コラーゲン沈着の抑制を認め、顆粒膜細胞における TGF-1の
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発現低下を認めた。In vitroの結果と合わせると、小胞体ストレスにより、顆粒膜細胞に
おける TGF-1の発現が誘導され、卵巣の線維化を引き起こしている可能性が示唆さ
れた。C型肝炎や遺伝性肝疾患においては、小胞体ストレスにより肝細胞からの
TGF-1が誘導され、肝線維化をきたしており、本研究と同様のメカニズムと考えられ
る(28, 29)。またそれ以外のメカニズムとして下記の 3つが考えられる。1つ目として、
小胞体ストレスが線維芽細胞に直接作用し TGF-1の産生を促す機序が挙げられる
(79, 80)。2つ目に、肺や腎臓の線維化及び炎症性腸疾患で認めるもので、小胞体ス
トレスが炎症や上皮細胞のアポトーシスを誘導し、上皮細胞消失や線維芽細胞の活
性化を誘導し、組織の線維化をきたす機序がある(84-86)。3つ目は、小胞体ストレス
が上皮間質転換を誘導するもので、肺胞上皮細胞や腎尿細管細胞において認められ
る(87, 88)。 
TUDCA と BGP-15の投与により PCOS動物の性周期異常及び嚢胞状卵胞の形
成は改善されなかった。これはげっ歯類のモデルを用いた本研究の弱点と考えられ
る。PCOSの病態を完全に再現するモデルはなく、多くはアンドロゲンによって誘導さ
れたモデルである。本研究で用いた DHEAで誘導した PCOSモデルは、卵巣の病態
については PCOSの病態をよく再現するが、全身の代謝異常は十分に再現するモデ
ルではない。他の報告において、DHEA誘導下の PCOSモデルマウスにすでに臨床
で有効性が示されているメトホルミンを経口投与しても、性周期異常や嚢胞状卵胞形
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成に対する改善効果は認めなかった(89)。TUDCAや BGP-15が卵巣の線維化だけ
でなく、ゴナドトロピン分泌異常・アンドロゲン過剰・インスリン抵抗性・卵巣機能異常・
卵胞発育停止などの PCOSの他の病態の改善に効果を認めるかは現時点で定かで
はない。TUDCAや BGP-15はヒトへの投与に対する安全性は担保されており(58, 
81)、今後の臨床研究によって、その有効性を評価していく必要があると考えられる。 
  
研究 2. 卵巣過剰刺激症候群における小胞体ストレスの役割 
本研究において、OHSS発症患者の卵丘細胞において XBP1(S)の発現が増加
しており、OHSS患者の卵胞において小胞体ストレスが活性化していると考えられた。
ヒト GLCsにおいて、小胞体ストレス刺激で hCG誘導下での VEGFA発現が増加し、
XBP1(S)がその発現調節に関与していることが示唆された。また、小胞体ストレス阻害
剤投与によって卵巣局所での VEGFA発現が減少し、OHSSで認める血管透過性の
亢進が抑制された。 
OHSS発症患者の卵丘細胞では、XBP1(S)の mRNA発現が増加していた。
様々な要因によって小胞体ストレスは惹起される。OHSSの病態において、局所の炎
症が関与しているという報告がある(90, 91)。前述したとおり、炎症状態において小胞
体ストレスが惹起されるため(70)、OHSSにおける小胞体ストレスの活性化に局所炎症
が関与している可能性が考えられる。また、もう一つの機序として酸化ストレスが挙げら
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れる。本研究において、OHSS発症患者では Control患者に比較して採卵数が増加
しており、また卵丘細胞における XBP1(S) mRNAの発現と採卵数に正の相関を認め
た。先行研究において、卵巣の血流量と採卵数に正の相関を認めることが示されてい
る(92, 93)。また、卵巣血流量の増加により活性酸素の産生亢進を認めることが知られ
ている(94, 95)。採卵数の増加に伴い、酸化ストレスを介して XBP1(S)の発現増加に寄
与している可能性が考えられる。OHSSで認める卵巣局所における酸化ストレスや炎
症が小胞体ストレスを惹起し、XBP1(S)の発現増加を誘導していると考えられる。 
小胞体ストレス刺激剤である tunicamycinの投与によって XBP1(S)mRNAの発
現が上昇し、続いて VEGFA mRNAの発現が増加する。これは、他の腫瘍細胞にお
ける報告と同様の結果であった(42, 43)。VEGFAのプロモーター領域に XBP1(S)の
結合部位が存在するため、ヒト GLCsにおいて VEGFAの発現が XBP1(S)によって転
写調節されているものと考えられる(43)。 
OHSSの病態生理において、hCGがトリガーとなって VEGFA産生を誘導する。
そこで、OHSS発症患者では GLCsにおいて小胞体ストレスが活性化していることが
明らかとなったため、小胞体ストレス刺激剤による前処理有無によって、hCGで誘導さ
れる VEGFAの発現変化を比較した。tunicamycinの前投与によって、hCGに対する
反応性が増加し、VEGFAの mRNA とタンパク発現が増加を認めた。siRNAによって
XBP1(S)を 60%ノックダウンすると、VEGFAの mRNA発現は 20%低下した。これは、
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VEGFAの発現調節において XBP1(S)のノックダウンが 60%では不十分であった可
能性が考えられる。また、その他の可能性としては、小胞体ストレスの他の経路、
PERK/ATF4経路の関与が考えられる。ATF4は転写因子として VEGFAのプロモー
ター領域に結合するが、その発現制御については一定の見解は得られていない(45, 
96, 97)。 
  小胞体ストレス阻害剤の OHSSに対する予防的効果を調べるため、まず in vitro
でヒト GLCsにおける TUDCAの VEGFA産生に対する影響を調べた。TUDCAの前
投与によって、tunicamycin と hCGによって誘導される VEGFAの発現上昇が抑制さ
れた。続いて、小胞体ストレス阻害剤の OHSS ラットにおける in vivoでの効果を調べ
たところ、卵巣における VEGFAの mRNA発現の低下と、血管透過性亢進の抑制が
みられた。本研究においては、卵巣へ直接作用させるため TUDCAを経口投与では
なく、腹腔内投与にて治療を行った。ヒトへの臨床応用を考慮した場合、経口投与の
方が望ましいが、研究 1で経口投与においても卵巣における小胞体ストレスの抑制を
認めるため、本モデルにおいても経口投与で血管透過性の亢進が抑えられる可能性
があり、今後検討していく必要があると考えられる。本研究の結果より、TUDCAは
OHSSの予防的治療薬になりうる可能性が示唆された。 
 
研究 3. 肥満患者の黄体ホルモン分泌不全における小胞体ストレスの役割 
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小胞体ストレスは肥満マウスの卵巣で活性化を認め、小胞体ストレス刺激によっ
て、hCG誘導下の progesterone分泌が阻害された。また、小胞体ストレスは PKA と
ERKの活性化を阻害し、StAR と 3-HSDの発現を低下させた。 
肥満患者において黄体ホルモン分泌不全を認めることから、まず、肥満状態にお
いて小胞体ストレスが活性化しているかどうかを検討した。研究 1, 2で示した通り、
PCOS患者・OHSS患者において小胞体ストレスの活性化を認めたが、患者背景とし
て肥満患者は含まれておらず、本研究では肥満マウスを用いて実験を行った。肥満マ
ウスの卵巣では、小胞体ストレス応答因子である XBP1(S)、ATF4、ATF6、HSPA5の
発現上昇を認めていた。これは先行研究に矛盾しない結果であり(54)、小胞体ストレス
が PCOS・OHSS とは独立して肥満状態のみで惹起されていることが示唆された。 
小胞体ストレス刺激によって、ヒト GLCs とマウスにおいて hCG誘導下の
progesterone産生が阻害された。マウスモデルでは、小胞体ストレス刺激剤を hCG投
与前に投与し、肥満状態における小胞体ストレスが活性化した状態をモデル化した。
小胞体ストレス刺激剤の投与で、estradiol濃度、黄体数の変化は認めず、本モデルに
おいては卵胞発育、排卵、黄体形成には影響を与えないと考えられた。小胞体ストレ
スは、hCG刺激下での卵巣におけるステロイド合成に作用していると考えられる。 
小胞体ストレスは、hCGによって誘導される StARの mRNA とタンパク発現及び
3-HSDの mRNA と酵素活性を阻害した。マウスモデルにおいても、同様の結果であ
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った。in vivoのタイムコースの実験において、tunicamycin投与により、hCG投与後 12
時間で XBP1(S) mRNAの発現は有意に増加した。一方、StAR mRNA発現は hCG
投与後 12時間でピークを認め、48時間後に 3-HSD mRNAが上昇し、血清
progesterone値もピークとなった。StARは progesterone合成の律速酵素である。3-
HSDは pregnenoloneを基質として progesterone を合成する小胞体関連酵素である。 
XBP1(S)は転写因子として、様々な遺伝子の発現を調節し、細胞が小胞体ストレスに
適応し、恒常性を維持するために働く(98)。したがって、XBP1(S)の活性化によって
StAR と 3-HSDの mRNA発現を抑制し、progesterone分泌を抑制している可能性が
考えられる。 
先行研究において、げっ歯類の性腺での小胞体ストレスとステロイド合成関連遺
伝子との関連が報告されている。卵巣では、マウスの顆粒膜培養細胞で小胞体ストレ
スの活性化によって、FSH刺激による aromatse mRNA発現が抑制され、estrogen産
生が減少する(99)。また、ラットに小胞体ストレス刺激剤を投与すると、黄体期における
血清 progesterone濃度が減少し、黄体における StAR及び 3-HSDのタンパク発現
が減少する(100)。精巣では、マウスの Leydig tumor細胞で、小胞体ストレス刺激によ
り、hCG誘導下の StAR、P450scc、3-HSDの mRNA発現が低下し、progesterone産
生が抑制される(101, 102)。また、2型糖尿病モデルラットの精巣で小胞体ストレスが活
性化し、StAR mRNA発現を抑制するという報告がある(103)。低酸素や高体温におい
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て、小胞体ストレスが活性化し、精巣における StAR と 3-HSDの発現が減少し、血清
testosterone濃度が減少する(102, 104, 105)。性腺におけるステロイド合成は、局所の
小胞体ストレスによって影響を受けていることが示唆される。さらに、本研究において、
hCG自体で XBP1(S) mRNAの発現が増加しており、hCG と tunicamycinの併用によ
り、in vivo・in vitroの両者の実験系において、XBP1(S)の発現が相乗的に増加を認め
ている。一方で FSHは XBP1(S)に対して抑制的な効果を示す報告もあり(99)、小胞
体ストレスとゴナドトロピンは多面的な相互作用を示し、小胞体ストレスはステロイド合
成において重要な因子であると考えられる。 
本研究において、小胞体ストレスは hCG及び cAMP投与下における
progesterone関連遺伝子に同様の影響を与え、hCG刺激による細胞内 cAMP濃度
の上昇には変化を認めなかった。また、hCGによる PKAのリン酸化を阻害したことか
ら、小胞体ストレスは cAMP/PKAによるステロイド合成経路に影響を与え、adenylate 
cyclaseの下流で作用していると考えられる。また、ERKや Epidermal growth factor 
の受容体シグナルも progesterone産生遺伝子の発現を誘導する(106, 107)。本研究
においても小胞体ストレスは ERKのリン酸化を阻害した。ERKの活性化は PKA依存
的経路・PKA非依存的経路の両者が存在する(108)。本研究において、ERKの活性
化の抑制は hCG投与後 10分で起きており、一方で PKA活性の抑制は hCG投与
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後 60分で起きている。これらの結果から、小胞体ストレスは PKA非依存的な ERKの
活性化に影響を与えている可能性が示唆された。 
  小胞体ストレスは、progesterone関連酵素に抑制的に働く一方で、前述の 2.の研
究においては、hCG誘導下の VEGF発現に対しては hCG と相乗的な増加を認め
た。小胞体ストレスは hCGの下流で相反する効果を認めている。VEGFAの発現調節
ならびに progesterone関連遺伝子の発現調節の詳細な機序は依然不明である。しか
し、本研究結果より、VEGFAの発現調節とは異なる機序で progesterone関連遺伝子
に影響を与えていることが推察される。ひとつの仮説として、VEGFAのプロモーター
領域には XBP1(S)の結合部位が存在しており、その発現調節には転写因子による直
接的な作用が考えられる。一方で StAR、3-HSD、P450sccのプロモーター領域には
XBP1(S)の結合部位は存在しない。実際、本研究において、小胞体ストレス単独で
VEGFA発現は増加を認めるが、StAR、3-HSDの発現抑制は hCG非存在下では
認めなかった。また、その他の可能性としては、hCGは progesterone分泌を直接的に
制御する一方で、VEGFAの発現調節には insulin-like growth factorや低酸素などの
他の局所因子を介して行われている可能性も考えられる(36)。 
肥満患者では卵子の質が低下しているという報告がある(109)。肥満状態では小
胞体ストレスが惹起されているため、小胞体ストレスが卵子の質に与える影響について
検討した。マウスに小胞体ストレス刺激剤を投与し、胚盤胞形成率を調べた。本研究
51 
 
のマウスモデルでは、小胞体ストレス刺激により、胚盤胞率に変化は認めなかった。し
かし、先行研究において小胞体ストレス抑制剤の投与により、肥満マウスにおける卵
子の質の低下が改善されるという報告がある(59)。投与時期や投与タイミングにより、
結果が異なる可能性があり、小胞体ストレスの卵子の質的影響については更なる研究
が必要と考えられる。 
 
 
52 
 
まとめ 
1. PCOS患者ならびに PCOSモデルマウスの顆粒膜細胞で小胞体ストレスは活性化
し、卵巣の線維化、TGF-1の発現が上昇した。小胞体ストレス刺激により、顆粒膜細
胞において線維化誘導因子(TGF-1・CTGF)の発現上昇を誘導した。PCOSマウスモ
デルにおいて、小胞体ストレス阻害剤投与により、卵巣の線維化を軽減し、顆粒膜細
胞における TGF-1の発現抑制を認めた。図 33にまとめのシェーマを示す。小胞体
ストレスは PCOSの病態に関与し、小胞体ストレス阻害剤は卵巣線維化を改善し、
PCOSの治療薬になりうる可能性が示唆された。 
2. OHSS発症患者の卵丘細胞において XBP1(S)の発現が増加しており、OHSS患者
の卵胞において小胞体ストレスが活性化していると考えられた。ヒト GLCsにおいて、
小胞体ストレス刺激で hCG誘導下での VEGFA発現が増加し、XBP1(S)が発現調節
に関与していることが示唆された。また、小胞体ストレス阻害剤投与によって卵巣局所
での VEGFA発現が減少し、OHSSで認める血管透過性の亢進が抑制された。図 34
にまとめのシェーマを示す。小胞体ストレスは、OHSSの病態に関与し、小胞体ストレ
ス阻害剤は予防的治療薬になりうる可能性が示唆された。 
3. 小胞体ストレスは肥満マウスの卵巣で活性化を認めた。小胞体ストレス刺激によっ
て、hCG誘導下の progesterone分泌が阻害された。また、小胞体ストレスは PKA と
ERKの活性化を阻害し、StAR と 3-HSDの発現を低下させた。図 35にまとめのシェ
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ーマを示す。小胞体ストレスは肥満患者における黄体ホルモン分泌不全の病態に関
与している可能性が示唆された。 
 各病態において、小胞体ストレスがどのような因子によって惹起されているかは不明
であるが、PCOSにおいては、高アンドロゲン血症・高 LH血症、OHSSにおいては排
卵誘発による顆粒膜細胞の過剰な増殖、肥満患者においては脂質の蓄積などが小
胞体ストレス活性化の誘因として考えられる。一方で PCOSは OHSSのリスク因子であ
り、また PCOS患者では肥満患者が多く、プロゲステロン分泌不全を認めることが知ら
れており、それぞれの病態は互いに関連している。したがって、各病態に共通する因
子である慢性炎症・酸化ストレス状態などが小胞体ストレスを惹起している可能性があ
る。小胞体ストレス応答因子の発現調節機序はまだ完全に解明されておらず、今後の
更なる研究において、病態特異的な小胞体ストレスの活性化機序を明らかとしていく
必要がある。 
 
 
おわりに 
  小胞体ストレスは、卵巣、特に顆粒膜細胞において活性化を認め、PCOS、OHSS
や黄体ホルモン分泌不全の病態に関与している可能性が示唆された(図 36)。小胞体
ストレスを惹起する因子として、卵巣の炎症状態や酸化ストレスが誘因となっていると
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考えられるが、さらなる研究による解明が必要である。卵巣病態における小胞体ストレ
ス応答の役割を明らかとすることで、従来これらの疾患に対し用いられてきたホルモン
製剤とは異なる、ホルモン非依存的な新たな治療戦略の開発に寄与すると考えられ
る。 
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図 1 
 
 
図 1. ヒト月経周期におけるホルモン分泌の変化 
ヒトの月経周期は 28日前後でおき、月経期、卵胞期、黄体期に分けられる。視
床下部より分泌される GnRHのパルス状分泌により、下垂体から LH、FSHが分泌さ
れ、卵巣における estradiol、progesteroneが分泌される。卵胞期には FSH刺激により
卵巣顆粒膜細胞の増殖・分化に伴い、estradiolの分泌が増加する。estradiolによる正
のフィードバック作用によって、LH surgeがおき、排卵が誘発される。排卵後の卵巣で
は黄体が形成され、着床・妊娠の維持に必要な progesteroneが分泌される。 
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図 2 
 
 
図 2. ヒトの正常卵胞発育 
原始卵胞では、1層の扁平状顆粒膜細胞を有し、顆粒膜細胞が立方状に分化
し、一次卵胞へと成長する。ゴナドトロピン非依存的に顆粒膜細胞の増殖・分化をきた
す。その後、ゴナドトロピン依存的に発育を認め、莢膜細胞層が出現し、胞状腔を伴っ
た胞状卵胞から成熟卵胞へと発育する。卵胞の成熟に伴い、FSH、LH受容体を発現
し、顆粒膜細胞からの estrogen分泌が著明に増加する。LH surgeによって炎症カスケ
ードが活性化し、選択された成熟卵胞で排卵が誘発される。 
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図 3 
 
 
図 3. 小胞体ストレスと小胞体ストレス応答 
様々な因子や環境要因などのストレス負荷により、折りたたみ不全なタンパク質が
蓄積され、小胞体の処理能力を超えて、異常タンパク質が蓄積した状態を小胞体スト
レスと呼ぶ。それに対して細胞は小胞体ストレス応答とよばれる適応反応を示し、細胞
の恒常性を維持する。 
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図 4. 小胞体ストレス応答のシグナル伝達経路 
  IRE1、ATF6、PERK と呼ばれる 3つの主要なセンサータンパク質が存在する。
IRE1は自己リン酸化により活性化し、 XBP1 mRNAがスプライシングされ、XBP1 タ
ンパク質が合成される。ATF6はタンパク質切断により活性化され、HSPA5などのケミ
カルシャペロンを誘導する。PERKは自己リン酸化により活性化し、eIF2がリン酸化
し、転写因子である ATF4を誘導する。細胞の恒常性が維持できない場合、CHOPな
どの発現によって、アポトーシスを介した細胞死が誘導される。ATF, activating 
transcription factor; C/EBP homologous protein; eIF2eukaryotic Initiation Factor 2 
alpha; HSPA5, Heat shock protein 5; IRE1, insotol-requring enzyme 1; PERK, double-
stranded RNA-activated protein kinase-like ER kinase; XBP1(S), spliced-form of X-
box-binding protein1。 
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図 5. 卵巣におけるステロイドホルモン合成経路 
  卵巣における estrogen合成は、FSH、LHの作用下で莢膜細胞と顆粒膜細胞の相
互作用によって合成される。一方、progesteroneは、排卵後、黄体化した顆粒膜細胞
において主に産生される。黄体化顆粒膜細胞における progesterone合成経路を太字
で示す。StARによってコレステロールが細胞膜からミトコンドリア内へ移行し、P450scc
によって pregnenoloneへ、さらに pregnenoloneは 3-HSDによって progesteroneへと
変換される。 
HSD, hydroxysteroid dehydrogenase; StAR, steroidogenic acute regulatory protein。 
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図 6. Control患者と PCOS患者における小胞体ストレス応答因子と線維化誘導因子
の mRNA発現 
Control患者と PCOS患者のヒト黄体化顆粒膜細胞(GLCs)における小胞体ストレス
応答因子(A-E)と線維化誘導因子(F,G)の mRNA発現を定量的 PCRを用いて評価し
た。Internal control として GAPDHを用いた。*, P<0.05。  
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図 7. Control患者と PCOS患者の卵巣における小胞体ストレスの活性化(A-C)、TGF-
1発現(D)及び卵巣線維化(E)の比較 
 phospho-IRE1、phospho-PERK、CHOP、TGF-1のタンパク発現を免疫染色で評価
した(A-D)。卵巣の線維化をMasson’s trichrome染色で評価した(F)。a,bは弱拡大、
c,dは強拡大、eは定量的評価を示す。*P<0.05。GC, 顆粒膜細胞層。  
77 
 
図 8 
 
 
図 8. Controlマウスと PCOSマウスの比較 
Controlマウスは sesami oil を 20日間皮下投与、PCOSマウスは DHEAを 20日間
皮下投与した。A、血清 testosterone濃度を ELISAで評価した。B、卵巣最大割面に
おける嚢胞状卵胞数を計測した。C、卵巣の典型像 (Hematoxilin-Eosin染色)を示
す。D、薬物投与後 15日から 21日まで、性周期を経腟細胞診で評価した。代表的な
性周期変化を示す。PCOSでは発情期の延長をみとめ、周期的な性周期変化を認め
なかった。*P<0.05。P, 発情前期、E, 発情期、M, 発情後期、D, 発情休止期。 
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図 9A 
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図 9B 
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図 9C 
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図 9D 
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図 9E 
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図 9F 
 
 
図 9. Controlマウス、PCOSマウスの卵巣における小胞体ストレスの活性化(A-E)、
TGF-1発現(F)の比較 
  Controlマウス及び PCOSマウスの卵巣において、XBP1(S)と HSPA5の mRNA発
現を in situ hybridization(A,B)で、phospho-IRE1、phospho-PERK、CHOP、TGF-1の
タンパク発現を免疫染色(C-F)で評価した。a,bは弱拡大、c,dは強拡大、eは定量的
評価を示す。*P<0.05。 
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図 10 
 
 
図 10. 小胞体ストレスはヒト GLCsにおける線維化誘導因子の発現を促進する 
ヒト GLCsに 2.5 g/ml tunicamycinを投与し、線維化誘導因子(A,B)と小胞体ストレ
ス応答因子(C-E)の mRNA発現を定量的 PCRで評価した。Internal control として
GAPDHを用いた。*, P<0.05。Tm, tunicamycin。 
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図 11 
 
 
図 11. 小胞体ストレス阻害剤はヒト GLCsにおける tunicamycin誘導下の線維化誘導
因子の発現を抑制する 
ヒト GLCsに TUDCA 1 mg/mlを 24時間投与後、2.5 g/ml tunicamycin を 24時間
投与した。TGF-1、CTGF、XBP1(S)、HSPA5、CHOPの mRNA発現を定量的 PCR
で評価した(A,B,D-F)。Internal control として GAPDHを用いた。活性化 TGF-1のタ
ンパク分泌を ELISAで評価した(C)。異符号間で、P<0.05を示す。Tm, tunicamycin; 
TUDCA, tauroursodeoxycholic acid。  
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図 12 
 
 
図 12. ヒト GLCsにおける thapsigarginによる TGF-1 mRNA発現への影響 
A-D、ヒト GLCsに 0.5 M Tgを投与した。E-H、TUDCA 1mg/mlを 24時間投与後、 
0.5 M Tgを 24時間投与した。TGF-1、XBP1(S)、HSPA5、CHOPの mRNA発現を
定量的 PCRで評価した。Internal control として GAPDHを用いた。異符号間または*
で P<0.05を示す。Tg, thapsigargin; TUDCA, tauroursodeoxycholic acid。  
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図 13 
 
 
図 13. 小胞体ストレス刺激によるヒト GLCsの TGF-1 mRNA発現には XBP1(S)経路
が介在している 
ヒト GLCsに XBP1 siRNA 50 nMを 24時間投与後、2.5 g/ml tunicamycin を 24
時間投与した。XBP1(S)と TGF-1の mRNA発現を定量的 PCRで評価した。
Internal control として GAPDHを用いた。異符号間で、P<0.05を示す。Tm, 
tunicamycin。 
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図 14A 
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図 14B 
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図 14C 
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図 14D 
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図 14E 
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図 14F 
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図 14G 
 
 
図 14. 小胞体ストレス阻害剤の PCOSマウスにおける卵巣線維化への影響 
 PCOSマウスに 20日間 TUDCA または BGP-15を 20日間経口投与した。卵巣
線維化をMasson’s trichrome染色で評価した(A)。collagen type I、collagen type IV、
phospho-IRE1、phospho-PERK、TGF-1のタンパク発現を免疫染色で評価した(B-
F)。XBP1(S) mRNA発現を in situ hybridizationで評価した(G)。a-dは弱拡大、e-hは
強拡大、iは定量的評価を示す。異符号間で、P<0.05を示す。TUDCA, 
tauroursodeoxycholic acid。 
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図 15 
 
 
図 15. 小胞体ストレス阻害剤の PCOSマウスの卵巣における mRNA発現への影
響 
 PCOSマウスに 20日間 TUDCA または BGP-15を 20日間経口投与した。卵巣を
回収し、XBP1(S)、TGF-1、CTGFの mRNA発現を定量的 PCRで評価した。
Internal control として GAPDHを用いた。異符号間で、P<0.05を示す。TUDCA, 
tauroursodeoxycholic acid。 
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図 16 
 
 
図 16. 小胞体ストレス阻害剤の PCOSマウスにおける卵巣形態・性周期に与える影
響 
 PCOSマウスに 20日間 TUDCA または BGP-15を 20日間経口投与した。A、卵
巣最大割面における嚢胞状卵胞数を計測した。B、薬物投与後 15日から 21日まで、
性周期を経腟細胞診で評価した。代表的な性周期変化を示す。異符号間で、P<0.05
を示す。TUDCA, tauroursodeoxycholic acid、P, 発情前期、E, 発情期、M, 発情後
期、D, 発情休止期。 
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図 17 
 
 
図 17. Control患者と OHSS発症患者の卵丘細胞における XBP1(S)、VEGFA 
mRNAの発現比較 
Control患者 22人、OHSS発症患者 9人の計 31人より採取した 134個の卵丘細胞
を使用し、XBP1(S)、VEGFAの mRNA発現を定量的 PCRで評価した。Internal 
control として GAPDH を用いた。*P<0.05。 
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図 18 
 
図 18. 卵丘細胞における XBP1(S)と VEGFA mRNA(A)、XBP1(S)と採卵数の相関 
Control患者 22人、OHSS発症患者 9人の計 31人より採取した 134個の卵丘細
胞を使用し、XBP1(S)、VEGFAの mRNA発現を定量的 PCRで評価した。Internal 
control として GAPDH を用いた。 
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図 19 
 
 
図 19. 小胞体ストレスは VEGFA発現を誘導する 
 ヒト GLCsに 0-5g/ml tunicamycinを 6時間(A,B)、2.5 g/ml tunicamycin を 3-9時
間投与(C,D)し、VEGFA と XBP1(S)の mRNA発現を定量的 PCRで評価した。
Internal control として GAPDHを用いた。異符号間または*で P<0.05を示す。Tm, 
tunicamycin。 
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図 20 
 
 
図 20. 小胞体ストレスは hCG誘導下の VEGFA発現を増強する 
 ヒト GLCsに 2.5 g/ml tunicamycinを 6時間投与後、10 IU/ml hCGを 6時間投与
する。VEGFA と XBP1(S)の mRNA発現を定量的 PCRで(A, B)、VEGFA タンパク分
泌を ELISAで評価した（C）。Internal control として GAPDHを用いた。異符号間は
P<0.05を示す。Tm, tunicamycin。 
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図 21 
 
 
図 21. 小胞体ストレス刺激によるヒト GLCsの VEGFA mRNA発現には XBP1(S)経
路が介在している 
ヒト GLCsに XBP1 siRNA 1 Mを 72時間投与後、2.5 g/ml tunicamycin を 6時
間、10 IU/ml hCGを 6時間投与した。XBP1(S)と VEGFAの mRNA発現を定量的
PCRで評価した。Internal control として GAPDHを用いた。*P<0.05。Tm, 
tunicamycin。 
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図 22 
 
図 22. 小胞体ストレス阻害剤は、ヒト GLCsにおける小胞体ストレス+hCG誘導下の
VEGF発現を抑制する 
 ヒト GLCsに 1 mg/ml TUDCA 投与後、続けて 2.5 g/ml tunicamycin、10 IU/ml 
hCGを投与した。VEGFA と XBP1(S)の mRNA発現を定量的 PCRで(A, B)、
VEGFA産生を ELISAで評価した（C）。Internal control として GAPDH を用いた。異
符号間は P<0.05を示す。Tm, tunicamycin; TUDCA, tauroursodeoxycholic acid。 
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図 23 
 
 
図 23. TUDCA投与の OHSS ラットへの効果 
Control群では、10 IU PMSGを腹腔内投与後、50 IU hCGを腹腔内投与した。
OHSS群では、10 IU PMSGを 4日間腹腔内投与後、50 IU hCGを腹腔内投与した。
また、OHSS + TUDCA群では、OHSS ラットに TUDCAを 6日間腹腔内投与した。
hCG投与 48時間後、卵巣重量、黄体数、血管透過性を測定し、卵巣における
VEGFA mRNA発現を定量的 PCRで評価した。Internal control として-actinを用い
た。異符号間で、P<0.05を示す。TUDCA, tauroursodeoxycholic acid。 
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図 24 
 
 
図 24. 肥満マウスの卵巣における小胞体ストレスの活性化 
 6週齢の controlマウス(Lepob/+)と Ob/Obマウス(Lepob/Lepob)の卵巣における
XBP1(S)、ATF4、ATF6、HSPA5 mRNAの発現を定量的 PCRで評価した。Internal 
control として GAPDH を用いた。*P<0.05。 
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図 25 
 
図 25. ヒト GLCsにおいて、小胞体ストレスは hCG誘導下の progesterone分泌を抑
制する 
 ヒト GLCsに 2.5 g/ml Tm または 1 M Tgを 6時間投与後、10 IU/ml を 18時間
投与した。細胞上清中の progesterone濃度を EIAで評価した。異符号間で、P<0.05
を示す。Tg, thapsigargin; Tm, tunicamycin。 
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図 26 
 
 
図 26. ヒト GLCsにおける小胞体ストレスの hCG誘導下の progesterone合成酵素
mRNAへの影響 
 ヒト GLCsに 2.5 g/ml Tmを 6時間投与後、10 IU/ml hCGを 6時間投与した。
StAR、P450scc、3-HSD、aromatase、LHR、XBP1(S) mRNA発現を定量的 PCRで
評価した。Internal control として、GAPDHを用いた。異符号は P<0.05を示す。Tm, 
tunicamycin。 
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図 27 
 
 
図 27. ヒト GLCsにおいて、小胞体ストレスは StAR タンパクと 3-HSDの酵素活性を
抑制する 
A, ヒト GLCsに 2.5 g/ml Tmを 6時間投与後、hCGを 18時間投与し、StAR タン
パク発現をWestern blotで評価した。Internal control とし-actinを用いた。B, 3-HSD
は P450sccにより合成された P5を基質として progesteroneを合成する酵素であるた
め、pregnenolone と P450sccの阻害剤(AG)を投与した後に、progesterone産生を測定
することで 3-HSD酵素活性を評価した。AG と P5を投与後、Tm、hCGを投与し、
progesterone濃度を EIAで測定した。異符号は P<0.05を示す。Tm, tunicamycin; P5, 
pregnenolone; AG, aminoglutethimide。 
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図 28 
 
図 28. ヒト GLCsにおける小胞体ストレスの hCG誘導下の細胞内 cAMP濃度への影
響 
 ヒト GLCsに 2.5 g/ml Tmを 6時間投与後、10 IU/ml hCGを 60分間投与し、細胞
内 cAMP濃度を ELISAで評価した。異符号は P<0.05を示す。Tm, tunicamycin。 
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図 29 
 
 
図 29. ヒト GLCsにおける小胞体ストレスの hCG誘導下の progesterone合成酵素
mRNAへの影響 
ヒト GLCsに 2.5 g/ml Tmを 6時間投与後、1mM 8-bromo-cAMP(8-Br-cAMP) を
6時間投与した。StAR、P450scc、3-HSD、aromatase、XBP1(S) mRNA発現を定量
的 PCRで評価した。Internal control として、GAPDHを用いた。異符号は P<0.05を
示す。Tm, tunicamycin。 
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図 30 
 
 
図 30. ヒト GLCsにおける小胞体ストレスの hCG誘導下の PKA、ERK1/2への影響 
 ヒト GLCsに 2.5 g/ml Tmを 6時間投与後、10 IU/ml hCGを 10分(B)または 60
分間(A) 投与した。PKAのリン酸化、ERK1/2のリン酸化をWestern blotで評価した。
Internal control とし-actinを用いた(A)。異符号は P<0.05を示す。Tm, tunicamycin。 
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図 31 
 
 
図 31. マウスモデルにおける小胞体ストレスの progesterone分泌への影響 
 3週齢雌マウスを用いて、Control郡は day1に 15 IU PMSG、day3に 15 IU hCGを
腹腔内投与した。Tm群は、PMSG-hCG投与に加えて、day2に 1.0 g Tmを腹腔内
投与した。hCG投与 12、24、48時間後の卵巣における XBP1(S)、3-HSD、
P450scc、StAR、aromataseの mRNA発現を定量的 PCR(A,E-H)で、血清
progesterone・estradiol濃度を ELISA(B,C)で、卵巣最大割面における黄体数(D)を評
価した。*P<0.05。Tm, tunicamycin。 
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図 32 
 
 
図 32. マウスモデルにおける小胞体ストレスの胚盤胞達成率への影響 
 3週齢雌マウスを用いて、Control群は day1に 15 IU PMSG、day3に 15 IU hCGを
腹腔内投与した。Tm群は、PMSG-hCG投与に加えて、day2に 1.0 g Tmを腹腔内
投与した。hCG投与 12時間後に雄マウスと交配させ、膣栓を認めた日を day1 とし、
day4に子宮内の胚盤胞数を評価した。Tm, tunicamycin。 
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図 33 
 
 
図 33. 小胞体ストレスの活性化による PCOSの卵巣線維化の機序 
 卵巣における小胞体ストレスの活性化により、顆粒膜細胞における TGF-1の発現
が亢進し、PCOSにおける卵巣の線維化を来たす。 
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図 34 
 
 
図 34. 小胞体ストレスの活性化による OHSS発症機序 
  小胞体ストレスの活性化により、hCGで誘導される VEGFが過剰発現し、血管透過
性の亢進を来たし、OHSSを引き起こす。 
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図 35 
 
 
図 35. 小胞体ストレスの progesterone産生経路への影響 
 小胞体ストレスによって、hCG/LHで誘導される PKA、ERK1/2のリン酸化を抑制し、
StAR と 3-HSDの発現を抑制し、GLCsにおける progesterone分泌を抑制する。 
  
116 
 
図 36 
 
 
図 36. 小胞体ストレスの卵巣病態における役割 
 肥満状態、炎症、酸化ストレス、PCOSなどの局所環境によって小胞体ストレスは活
性化し、顆粒膜細胞の機能へ影響を与え、卵巣の各種病態を引き起こす。 
 
  
117 
 
表 1. プライマーリスト 
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表 2. Control患者と PCOS患者の患者背景 
 
 
